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ABSTRACT

The research of vasoactive peptides is more and more important because of their widespread effect.
Blood-feeding arthropods produce vasoactive compounds in their salivary glands, they serve to counteract the
hemostatic processes of the host, when the arthropod obtains a blood meal. The sand flies are vector of
leischmaniasis, the major parasitic diseases with several hundred thousand cases occouring annually. In 1991
analysing the salivary glands of the sand fly Lutzomyia Longipalis a 61-amino acid long peptide (containing 2
disulfide bridges) was isolated, which is 500 times more potent vasolidator than the calcitonin gene-related
peptide (CGRP) and therefore later it was labelled as Maxadilan. Although there is a very little amino acid
sequence homology with pituitary adenylate cyclase activating polipeptide, maxadilan acts as an agonist of
type 1 receptor (PAC1) of PACAP and the maxadilan analogue (termed maxadilan 65; amino acids deleted in
position 24-42) is a specific antagonist of PACI. In this presentation the chemical synthesis and mass
spectrometric analysis of 61 amino acid containing maxadilan (Maxa61) are described.
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OSSZEFOGLALO

Az érrendszerre hatast gyakorlo peptidek (vazoaktiv peptidek) vizsgalata egyre fontosabb és elterjed-
tebb a széleskor(i hatasuk miatt. A vérrel taplalkozo izeltlabtiak, vazoaktiv komponenseket termelnek nyalmi-
rigyeikben, amelyek a taplalkozds soran a gazdaszervezet hemosztatikus folyamatait gatoljak
(véralvadasgatlas). A homoki 1égy a leischmaniasis parazita hordozdja, amely az egyik legelterjedtebb, tobb
szazezres éves nagysagrendben el6forduld parazitafert6zés okozoja. 1991-ben a Lutzomyia Longipalis nyalmi-
rigyeit vizsgalva, egy 61 aminosavbol allo, két diszulfid hidat tartalmazo polipeptidet izolaltak, amelyet ké-
sobb elneveztek Maxadilannak. Az izolalt polipeptid 500-szor hatasosabb értagito hatassal rendelkezett, mint
az irodalomban addig kézolt kalcitonin-gén kapcsolt peptid (CGRP). Habar a Maxadilan nem mutat nagymeér-
tekii szekvencia analogiat a hipofizis adenil-ciklaz aktivalo polipeptiddel (PACAP), a maxadilan a fent emli-
tett polipeptid 1-es tipusu receptor agonistaja, valamint a szekvencia modositott (24-42 kozotti rész eltavolit-
va) maxadilan analog (Maxadilan 65) specifikus antagonistdja a PACI receptornak. Jelen prezentacioban a 61
aminosavbol all6 Maxadilan (Maxa61) kémiai szintézisét, valamint tomegspektrometrias szerkezetigazolo
vizsgalatait targyaljuk.

Kulesszavak: vazoaktiv peptidek, Maxa61, Maxa65, PACAP receptorok

1. IRODALMI ELOZMENYEK

1.1. A maxadilan azonositisa
Az érrendszerre hatast gyakorld peptidek (vazoaktiv peptidek) vizsgalata egyre fontosabb és elterjedtebb a
sz€leskorli hatasuk miatt. A vérrel taplalkozod izeltlabuak vazoaktiv komponenseket termelnek nyalmirigyeikben,
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amelyek a taplalkozas soran a gazdaszervezet hemosztatikus folyamatait gatoljak (véralvadas-gatlds). A csipés
kovetkeztében egy gyorsan kialakulo és hosszan tartd borpir illetve borgyulladas keletkezik, amelyet helyi véral-
vadas-gatlas kisér. A homoki 1égy (Lutzomyia Longipalis) a leischmaniasis parazita hordozoéja, amely az egyik
legelterjedtebb, tobb szazezres éves nagysagrendben eldforduld parazitafert6zés okozoja. Lerner és munkatarsai
azonositottak a fent emlitett hatasért felelds molekulat. RP-HPLC segitségével a homoki 1égy nyal-extraktumait
frakcionaltak, majd a megfeleld frakcidkat kisérleti nyulak bérébe injektaltak. A tartos borgyulladast okoz6 frak-
cidban azonositottak egy vazoaktiv peptidet, amelyet maxadilannak neveztek el a kimagaslo hatékonysaga miatt.
A maxadilan 500-szor hatasosabb értagitd hatassal rendelkezett, mint az irodalomban addig k6z6lt kalcitonin-
gén kapcsolt peptid (CGRP). Tovabba a maxadilan peptid pikogramnyi mennyisége emberi borbe injektalva, 48
oran at tartd boérpirt valamint bérgyulladast okozott.

1. abra
A homoki légy (Lutzomyi Longipalis) taplalkozas kézben

A CGRP valamint a maxadilan N-terminalis fel6li része hasonld szekvencia részt tartalmaz. Habar a
Maxadilan nem mutat nagymértékii szekvencia analdgiat a hipofizis adenil-ciklaz aktivald polipeptiddel
(PACAP), a maxadilan a fent emlitett polipeptid 1-es tipusi membran receptor agonistaja, valamint a szek-
vencia modositott (24-42 kozotti rész eltavolitva) maxadilan analég (Maxadilan 65) specifikus antagonistaja a
PACI1 receptornak. Amig a PACAP aktivalja a VPAC1 és VPAC2 receptorokat, érdekes modon a
maxadilannak nincs hatdsa az emlitett receptorokra. [1]

Maxadilan

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHSNVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA

PACAP1-38
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

PACAP1-27
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL

VIP
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

2. abra
Szekvencia homologia

A PACAP szamos fontos ¢€lettani hatassal rendelkezik az €16 szervezetben, amelyek koziil a kovetkezo-
ket emliteném: neurotranszmitter, neuromodulator, neuroprotektiv, szerepe van a reprodukcioban, valamint az
emésztétraktusban is eléfordul.
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2. A MAXADILAN SZERKEZETE

A maxadilan egy 61 aminosavbol all6 polipeptid, amely 4 ciszteint tartalmaz 1, 5, 14 valamint 51 pozi-
ciokban, amelyek az 1-5 valamint 14-51 helyzetben talalhato diszulfid hidakat alkotjak. A peptid masodlagos
szerkezete két a-hélix kozott elhelyezkedd B-redd alakzattal jellemezhetd.

C, Cie Cus

61 a-hélix Cs,

3. ébra
A maxadilan peptid szerkezete

A szerkezet-aktivitas kapcsolat vizsgalata soran szamos maxadilan médositas késziilt el, valamint sza-
mos természetben eléforduld varianst vizsgaltak, amelyekbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatdk le:

— 1-5 diszulfid hid nem sziikséges az agonista aktivitasahoz, de a 14-51 diszulfid hid modositasaval
elvész az aktivitas

— a P-redében a 24-42 pozicido kozotti szekvencia rész torlésével egy specifikus PAC1 receptor
antagonista, a Maxa65 allithato el

— a C-terminalis részen elhelyezked6 lizinek kezdeményezik a kdlcsonhatast a PAC1 receptorral, mig
a treonin-33 felelds a receptor aktivalasért. [2]

3. CELKITUZES

Korabbi munkaink soran eléallitottuk a PACAP 1-38, 1-27 peptideket, illetve a 6-38 és 6-27 nem sze-
lektiv antagonistakat. A PACI receptor szelektiv aktivitdsvizsgalatara célul tliztiik ki a Maxa61 mint PAC1
agonista, illetve Maxa65 mint PAC1 antagonista peptidek eldallitasat, valamint tdomegspektrometrids szerke-
zetigazolo vizsgalatait. A Maxa61 és Maxa65 vizsgalataval feltérképezhetjiik az emlitett peptidek és a PAC1
receptor kozotti kolesonhatasokat.

4. SZINTETIKUS RESZ

4.1. A Maxadilan eléallitasa

A Maxa61 peptid szintézise szilard fazisu peptid szintézis segitségével, Fmoc-véddcsoport stratégiat al-
kalmazva CEM Liberty automata peptid szintetizator (CEM Liberty® Microwave Peptide Synthetiser) fel-
hasznalasaval valosult meg. Az alkalmazott gyanta Tenta-Gel R-Ram, amelynek boritottsaga 0,19 mmol/g, az
eléallitando peptid mennyisége 0,1 mmol.

A Maxa61 szekvenciajanak bonyolultsaga és hossziisdga miatt, a szintézis soran két kiilonb6zo szek-
vencia résznél probahasitast végeztiink a szekvencia ellendrzése végett. A nyers peptid vizsgalata Agilent
1200 tipusu RP-HPLC segitségével tortént, Phenomenex Jupiter 10p C18 300A toltetli oszlop felhasznalasa-
val.

— hasitasi koriilmények: 5Sml hasité elegy, 3,5 ora

— hasito elegy: TFA 88%, viz 10%, TIS 2%, DTT 5%

— eluens: (A) 0.1% TFA and (B) 80% MeCN, 0.1% TFA

— gradiens: 5-80% (B), 25 perc, 1,2 ml/perc, 220 nm
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LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M =2338.83)
LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M = 4481,14)

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHS LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M = 6869,76)

4. abra
Ellenorzott fragmensek

Az els6 probahasitas és ellendrzés 20 aminosav kapcsolasa utan tortént. Az ellendrzott fragmens szek-
vencidja: LPGNSVFKECMKQKKKEFKA, M= 2338,83
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5. abra
LPGNSVFKECMKQKKKEFKA nyers fragmens kromatogramja, valamint tomegspektruma

A masodik probahasitas valamint ellenérzés 40 aminosav kapcsolasa utan kovetkezett be. Az ellendr-
zott fragmens szekvencigja: NVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA, M= 4481,14
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Abs

500

M= 4481,14
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10 20
(A) 0,1%TFA Time (min)
(B) 80% ACN, 0,1% TFA
Gradient: 5-80% (B) 25 min
Flow rate: 1,2 ml/min
Phenomenex JupiterlOpm C18 300A

6. abra
NVLOTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA nyers fragmens kromatogramja,
valamint tomegspektruma

A szintézis végeztével az elkésziilt peptid gyantarol vald hasitdsa az el6bbiekben feltiintetett modon tor-
tént, majd az igy eldallitott 56 mg nyers Maxadilan peptid tisztitasa preparativ Knauer HPLC segitségével
valosult meg.

Tisztitasi koriilmények:

— eluens: (A) 0.1% TFA, (B) 80% MeCN, 0.1% TFA

— gradiens: 0-20% (B) 5 perc, 20-60% (B) 85 perc linearis gradiens, 4.0 ml/perc aramlasi sebesség,

220 nm, Phenomenex Jupiter 10pn C4 300A, 250 x 21 mm

A nyers peptid RP-HPLC tisztitasa valamint liofilizalasa utan a tisztitott Maxa61 tomege: 4 mg

Az eloallitott Maxa61 szekvencigja:

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHSNVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA,

M= 6869,76

M= 6869,76 5
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Flow rate: 1.2 ml/min
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7. abra
A tisztitott Maxa61 peptid kromatogramja, valamint tomegspektruma

A Maxa61 CEM Liberty automata peptid-szintetizator segitségével torténd szintézisének végeztével,
kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy az elsé ellenérzott nyers fragmens kromatogramja (20 aminosav kap-
csolasa utan) valamint tomegspektruma optimalisnak tekinthetd, minimalis mellékreakciok keletkezése mel-
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lett. A kdvetkezd ellenérzott nyers fragmens (40 aminosav kapcsoldsa utan) kromatogramjaban, valamint to-
megspektrumaban viszont melléktermékek keletkezését figyelhetjiik meg, ami megnehezitette a kovetkezo 21
aminosav kapcsolasat. Tekintve a szintézis kovetkeztében felmeriild nehézségeket valamint a szerény terme-
Iést, a tovabbiakban a Maxa61 polipeptid eldallitasara egy uj szintézis-stratégiat dolgoztunk ki.

A Maxa61 eldéallitasa utan a diszulfid hidak kialakitasa kovetkezett. Erre a célra a mar jol ismert jodos
oxidécids eljarast alkalmaztuk. A Maxa61 nyers peptid (0,0073 mmol, 50 mg) vizes oldatat jod/ aceton oldat-
tal (50 ml) szinallandosagig titraltuk, a reakcio elérehaladasat RP-HPLC segitségével kovettiik. A nyers, oxi-
dalt Maxa61 RP-HPLC tisztitasat kvetOen, a tisztitott anyag tomege: 2 mg.

Tisztitasi koriilmények:

— eluens: (A) 0.1% TFA, (B) 80% MeCN, 0.1% TFA
— gradiens: 0-20% (B) 5 perc, 20-60% (B) 85 perc linedris gradiens, 4.0 ml/perc aramlasi sebesség, 220

nm, Phenomenex Jupiter 10u C4 300A 250 x 21 mm
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8. abra

A tisztitott, nem oxidalt Maxa61 (bal oldal), valamint a tisztitott, oxidalt Maxa61 (jobb oldal)
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9. abra
A tisztitott, oxidalt Maxa61 peptid kromatogramja, valamint tomegspektruma
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4.2. A diszulfid hidak helyzetének igazolasa
Mivel a Maxa61 peptid négy cisztein egységet tartalmaz 1, 5, 14, 51 helyzetben, az oxidacios 1épést ko-
vetden a két diszulfid hid hadrom kiilénb6z06 variacidoban alakulhatott ki.

Average Mass = 6865.8202, Monoisotopic Mass = 6861.2652
N-Terminus = H, C-Terminus = NH2

1 CDATC (li'.ﬂl IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS (QLPGH SVFKE CMKQK KKEFK A

1 CDATC UE"O\. IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS QLPGH SVFKE CMKOK KKEFK A

—_—

1 CDATC (]E‘.ﬂl IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS (LPGH SVFKE CMKQK KKEFK A

1 foarf oFfikn D0 KOAHH SNVLQ TSVQT TATFT SMDTS QLPGN SVFKE @MKOK KKEFK A

10. ébra
A diszulfid hidak kialakulasanak lehetdségei

Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy a diszulfid hidak a megfeleld pozicidkban, az 1-5
illetve 14-51 helyzetben 1év6 ciszteinek kozott alakultak ki, a Maxa61 peptidet tripszines emésztésnek vetet-
tiikk ald, majd a diszulfid hidat tartalmaz6 peptid fragmenseket egy tomegspektrométerhez kapcsolt RP-HPLC
segitségével vizsgaltuk.
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11. dbra
Az érintetlen peptid, valamint diszulfid hidat tartalmazo fragmensek tomegkromatogramjai
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12. abra

Hosszu tripszines hidrolizis utan készitett tomegkromatogramok

5. FOLYAMATBAN LEVO SZINTEZISEK, TOVABBI TERVEK

Tekintve a Maxa61 peptid szekvencigjanak bonyolultsagat illetve a szekvencia hosszusagat valamint a
Maxa61 szilard fazison torténd szintézise soran bekovetkezett nehézségeket, egy 1j, tobblépéses szintézis
tervet dolgoztunk ki a Maxa61 valamint a Maxa65 peptidek eléallitasara. A szintézishez MBHA gyantat (0,6
mmol/g) valasztottunk, amelyre elsé aminosavként egy Fmoc-ciszteint (Fmoc-Cys-Trt-OH) kapcsoltunk. A
kapcsolast kovetden a Fmoc-amino véddcsoportot eltavolitottuk piperidin/DMF felhasznalasaval, majd a sza-
badon maradt aminocsoportot ecetsavanhidrid segitségével acileztiik. A kovetkezd 1épésben a cisztein oldal-
lancaban 1év6 tritil véddcsoportot eltavolitottuk TFA/H,O/DTT segitségével, majd az adott fragmens szintézi-
sét a szabadon maradt tiol csoporton folytattuk, Boc szintézisstratégiat alkalmazva. Az emlitett véddcsoport
stratégiat alkalmazva, szilard fazis peptidszintézis segitségével eldallitott peptid fragmenseket, nativ kémiai
ligaci6 segitségével egymashoz kapcsoljuk, majd a megfeleld oxidacios 1épést kdvetden eldallitjuk a Maxa61
€s Maxa65 peptideket. [3] Az eldallitott peptid fragmensek nativ kémiai ligacioval valdé egymashoz kapcsoldsa
jelenleg folyamatban van.

== Ln

1
A
X-CDAT

(]

'QFRKAIDD-Y

14

X-COKQAHHSNVLOQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKE-Y

Maxa6l =—— 51

A

CMKQKKKEFKA

X = Acetamidometil
Y = Tiol

13. abra
A Maxa6 1 peptid szintézise nativ kémiai ligacio segitségével
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X- LDAT( QFRKAIDD-Y

= \- AHHSNVPGNSVFKE-Y
Maxa65 =——
CMKQKKKE]"KA
X = Acetamidometil
Y = Tiol
14 ébra

......

6. OSSZEFOGLALAS

Szilard fazist peptidszintézis segitségével, a megfeleld véddcsoport stratégia alkalmazasaval eléallitot-
tuk a Maxa61 (PACI1 agonista) 61 aminosavbol allo, két diszulfid hidat tartalmazo6 peptidet, majd az ezt kdve-
td oxidacios 1épés soran a megfeleld helyen kialakuld diszulfid hidak jelenlétét tdmegspektrometrids modszer
segitségével igazoltuk.

A Maxa65 (PACI1 antagonista) szilard fazisu szintézise, valamint szerkezetigazol6 analitikai vizsgalatai
jelenleg folyamatban vannak.

7. ROVIDITESEK

TFA - trifluorecetsav; TIS — triizopropil-szilan; DTT — ditiotreitol; MeCN — acetonitril; DMF — dimetil-formamid; Fmoc
— 9-fluorenil-metiloxi-karbonil; Boc — terc-butil-oxi-karbonil; MBHA — 4-metil-benzhidril-amin
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